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摘要 : 用 高 效 液 相 色 谱 和 放射 免疫 分 析 对 长 角 血 峰 Haemaphysalis longicornis 若虫 发 育 期 整体 晓 皮 
激素 《20-E) 含量 变化 进行 了 测定 ， 并 用 扫描 电镜 对 其 表皮 结构 及 其 发 生 进 行 了 观察 。20-E 存在 
于 若虫 整个 发 育 期 ， 饥 饿 、 吸 血 和 饱 血 后 前 4 天 ， 激 素 水 平 低 《0.71 一 1.30 ng/ 头 ); 饱 血 后 6 天 
明显 增加 ， 此 时 皮层 溶 离开 始 ， 旷 皮 间 了 形成 ; 饱 血 后 7 天 继续 增加 ; 饱 血 后 8 天 ，20-E 含量 达 
到 高 峰 (8.70 ng/ 头 )， 此 时 若虫 开始 泡 积 新 的 上 表皮 : 高 峰 后 ，20-E ARAA FE, EAR AT 
保持 低 水 平 ， 此 期 内 沉积 新 的 原 表皮 ， 旧 表皮 被 部 分 吸收 。 上 述 结果 显示 出 20-E 含量 急剧 增加 太 
其 高 峰 分 别 与 启动 皮层 深 离 和 新 的 上 表皮 沉积 相 吻合 ，20-E 与 新 的 原 表 皮 沉 积 无 关 。 
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节肢 动物 的 生长 和 发 育 伴随 着 一 系列 的 旷 皮 ， 通 过 产生 新 表皮 、 脱 去 旧 表 皮 以 完成 身体 
的 生长 。 这 一 过 程 受 多 种 因子 的 影响 ， 但 最 终 由 神经 内 分 泌 细 胞 所 产生 的 激素 调控 [11。 已 研 
完 证 实在 昆 忠 未 成 熟 期 ， 前 胸腺 在 神经 激素 的 作用 下 合成 分 泌 旷 皮 酮 ， 然 后 经 体液 运输 到 辑 
组 织 ， 从 而 诱导 一 系列 的 分 子 和 生理 过 程 。 赔 皮 酮 进一步 被 脂肪 体 等 组 织 转化 为 20- 羟 基 上 赔 皮 
酮 (20-E)， 后 者 有 很 高 的 生物 活性 ， 是 起 主要 作用 的 旷 皮 激素 21。 

蜂 类 还 没有 发 现 内 分 泌 腺 体 ， 但 已 证 实 软 蝗 和 硬 蝗 有 虹 皮 激素 34。Jiang4 和 Liu51 分 别 
报道 了 长 角 血 蝗 Haemaphysalis longicornis 成 虫 和 幼虫 存在 晓 诺 激素 ， 但 对 其 奋 虫 的 晓 皮 激 
素 及 其 生理 功能 尚未 研究 。 本 文 研究 了 长 角 血 蝗 若 忠 不 同 发 育 期 20-E 含量 变化 、 表 皮 结 构 及 
其 发 生 过 程 ， 在 此 基础 上 分 析 了 20-E 含量 变化 与 表皮 发 生 的 关系 ， 这 对 于 曾 明 蝗 类 内 分 泌 调 
节 机 制 ， 用 激素 控制 蛇 类 种 群 数量 有 一 定 的 理论 和 实际 意义 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 来 源 

长 角 血 蝗 饱 血 若 虫 采 自 北京 门头沟 区 黄 塔 乡 羊 耳 上 。 在 实验 室 光 照 培养 箱 [D O71. 
7S%RH，6L:18D] 中 培养 。 饥 钱 成 虫 、 幼 虫 和 若虫 均 在 兔 耳 上 饱 血 ， 非 寄生 期 培养 在 光照 
培养 箱 中 。 
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1.2. 晓 皮 激素 的 高 效 液 相 色谱 CHPLC) 分 析 
1.2.1 仪器 、 高 效 液 相 色 谱 条 件 和 试剂 : 日 本 岛 津 LC-4A 液 相 色谱 仪 ，SPD-1 型 紫外 可 见 
分 光 检 测 器 ，CRIB 色谱 处 理 机 ; 美国 Branson Sonic Power Co. B-30 型 超声 波 破 碎 仪 ; 美国 
Beckman J2-21 型 高 速 离 心机 ;，Spectra-Physics RP-18 预 处 理 柱 。 色 谱 柱 为 ZORBAXODS， 
5 ym;4.6 mmX150 mm; 柱 温 30 C; 流动 相 为 甲醇 :水 〈《$0:S0)， 体 积 流量 1mL/min. H 
UV-254 nm 楷 外 检测 器 检测 。 标 准 样品 20-E 为 美国 Aldrich Chem. Co. 产品 ; 无 水 甲醇 和 握 
仿 均 为 北京 化 工厂 产品 (分析 纯 )。 
1.2.2 样品 预 处 理 方法 : 取 一 定量 的 若 忠 ， 用 蔡 饮 水 冲洗 干净 ， 放 入 盛 有 适当 体积 (2 一 3 
mL)》7S% 的 甲醇 溶液 中 ， 匀 桨 后 用 超声 波 破碎 仪 破碎 组 织 ， 然 后 全 部 转 入 离心 管 ， 用 高 速 离 
心机 《10 000 r/min; 10 mi) 离心 ， 将 上 清 液 转 入 鸡心 瓶 。 再 加 入 3 mL 7596 甲醇 溶液 于 高 
心 管 ， 超 声 后 再 次 离心 ， 合 并 两 次 上 清 液 。 用 旋转 蒸发 仪 蒸 甲醇 水 近 干 ， 将 剩余 溶液 转 入 盛 
有 5 mL 毛 仿 的 溶液 中 ， 用 少量 水 洗涤 鸡心 瓶 数 次 ， 合 并 洗涤 液 于 离心 管 ， 最 后 使 水 相 体 积 
近 和 氯仿 相 体 积 ， 超 声 后 用 高 速 离心 机 《10 000 r/min，10 min》 离 心 。 取 出 水 相 ， 表 加 3 mL 
水 于 离心 管 中 ， 超 声 后 再 次 离心 10 min， 合 并 水 相 。 水 相 过 Spectra-physics RP-18 预 处 理 柱 ， 
充 去 ; 再 用 3.SmL 25% 的 甲醇 溶液 洗 脱 ， 弃 去 。 最 后 用 3.5 ml 80% 的 甲醇 溶液 洗 脱 并 把 洗 
脱 液 收 集 于 KD 浓缩 器 中 。 用 旋转 蒸发 仪 蒸 去 甲醇 水 近 干 ， 用 纯 甲 醇 定 容 [5]。 
1.3 虹 皮 激素 的 放射 免疫 分 析 〈RIA) 

用 HPLC KÆR Ris R. i 6 天 和 饱 血 8 天 样品 中 20-E 峰值 处 的 馅 分， 冷冻 干 
燥 离 心机 干燥 ， 供 RIA 分 析 。 以 区 1-20- 羟 赔 皮 酮 - 酪 氨 酸 甲 贱 为 标记 抗原 ，20- 羟 基 赔 皮 酮 -着 
甲 基 上 脖 - 小 牛 血 清和 蛋白 络 合 物 为 免疫 原 ，20- 羟 基 赔 皮 酮 抗 血清 为 工作 液 7 。 
1.4 扫描 电镜 

取 若 虫 躯 体 背 面 中 部 体 壁 横 切 面 ， 迅 速 用 磷酸 缓冲 液 (PBS. pH-7.2) 冲洗 ， 然 后 放 入 
2.S% 的 成 二 醛 溶液 中 国定 2h，PBS 冲洗 3 次， 各 1 h; INW 30%. 50%. 70%, 80%, 
8596. 9096. 9596. 10096. 10096. 10096 脱水 ， 各 0.5 h: 最 后 过 乙酸 异 成 醋 2 次 ， 各 
0.5 hs 日 立 HCP-2 型 临界 点 干燥 仪 干 燥 ， 喷 金 后 用 H-650 扫描 电镜 观察 并 拍照 。 
2 结果 
2.1 若虫 发 育 期 29-E 的 含量 变化 

在 若虫 发 育 的 不 同时 期 取 一 定量 的 虫 体 ， 经 提取 、 纯 化 后 用 HPLC 对 其 成 分 和 含量 进行 
测定 ， 取 材 时 期 及 测定 结果 见 表 1。 经 RIA M, MR Rias 天 、 饱 血 6 天 和 饱 血 S 天 样 
品 中 晓 皮 激素 的 含量 分 别 为 0.66 ng/ 头 、0.70 ng/3k. 5.12 ng/ 头 和 8.34ng/ 头 ， 与 HPLC W 
定 结果 一 致 。 长 角 血 暑 若 虫 饥饿 、 吸 血 和 饱 血 后 前 4 天 激素 含量 低 : 饱 血 后 6 天 激素 含量 明 
显 增加 ; 饱 血 后 7 天 继续 增加 ; 20-E 有 一 高 峰 ， 出 现在 饱 血 后 8 天 《8.70 ng/ 头 )， 约 为 饥饿 
若虫 的 12.3 fà; 高 峰 期 后 其 含量 明显 下 降 ， 赔 皮 前 又 降 到 饥饿 时 的 水 平 。 
2.2 表皮 结构 和 发 生 过 程 

对 饥饿 、 吸 血 和 饱 血 后 若 忠 不 同时 期 的 表皮 结构 及 其 发 生 过 程 进行 观察 ， 扫 描 电 镜 下 若 
忠 表 皮具 三 层 结构 : 上 表皮 、 原 表皮 和 表皮 细胞 层 《 图 版 了 : 1，2)。 原 表皮 叉 分 为 两 层 : 外 
表皮 (图 版 了: 2，3) AARE BARI: 2，4)。 饥 饿 状态 时 的 上 表皮 、 原 表皮 和 表皮 细胞 
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层 见 图 版 I-1。 吸 血 后 表皮 加 厚 《 图 版 1: 20; 饱 血 后 6 天 在 原 表皮 和 表皮 细胞 层 间 出 现 一 
个 腔 际 即 赔 皮 间 际 ， 开 始 发 生 皮 层 溶 离 《图 版 了 : 5)， 解 神 时 可 见 其 间 充 满 着 淡 黄 色 的 赔 皮 
ik. 饱 血 后 8 天 开始 沉积 新 的 上 表皮 《图 版 IT[: 6. 72: 饱 血 后 11 天 可 见 沉 积 的 新 穆 表 皮 
(HRI: 9);， 随 着 新 表皮 的 形成 ， 晓 皮 间 际 逐 渐 增 大 ， 原 表皮 厚度 增加 ， 旧 原 表皮 被 部 分 吸 
收 《 图 版 T: 8)。 





表 1 若虫 发 育 期 20-E 的 含量 变化 CHPLC) 
Table 1 Quantitative variation of 20-E during nymphal stage determined by IIPLC 


发 育 期 实验 个 体 数 《 头 ) 20-E $E (ng/ 头 ) (M | SEM) 
Developmental stage Number of nymphs tested 20-E content (ng/nymph) 
标准 样品 standard sample = 200 
饥饿 unfed 150 0.71! 0.01 
吸血 feeding 
2 天 150 0.76 10.03 
4 天 150 0.86 ! 0.15 
ÍL engorgement 
2 天 150 1.24 10.02 
4 天 150 1.30 ! 0.04 
6 天 25 5.5510.14 
7 天 25 6.74 10.65 
8 天 25 8.70 ! 0.26 
10 天 25 3.45 10.26 
12 天 100 1.30 ! 0.01 
14 X 100 1.00 ! 0.06 
16 天 100 0.99 ! 0.01 


3 讨论 


高 效 液 相 色 谱 分 析 表 明 ，20-E T£TE IK fü ll BR AT cd ARERER. JE EDBÉCACES HMM. 
饥饿 、 吸 血 和 饱 血 后 前 4 天 内 激素 含量 低 C0. 71— 1.30 ng/3k2; 饱 血 后 6 天 其 含量 急剧 增 
Jn; 饱 血 后 7 天 继续 增加 ; 饱 血 后 8 天 达到 高 峰 。 高 峰 期 20-E 的 含量 8.70 ng/ 头 ， 约 为 饥饿 
若虫 的 12.3 fü; 高 峰 后 明显 下 降 ， 旷 皮 前 又 降 到 低 水 平 。 根 据 若 虫 表皮 发 生 的 过 程 ， 皮 层 游 
离 、 新 的 上 表皮 和 原 表皮 沉积 分 别 发 生 在 饱 血 后 6 天、8 天 和 11 天 。 因 此 ，20-E 含量 上 升 及 
其 高 峰 分 别 与 启动 若 忠 皮层 溶 离 和 新 的 上 表皮 沉积 相 吻 合 ， 而 与 原 表 皮 沉 积 似乎 无 关 。 这 一 
结果 与 非洲 钝 缘 蝗 Ornithodoros moubata 2i RUI, AARTEN Amblyomma hebreum Æ 虫 [9] 所 
得 结论 相同 。 

iE ib. BLBDEORIEVOBOO BERE R hA AIE. VOBIS SE S ARRIR CTE 
REITA GRRMAARRSROEOS UL EGASUPERA DG BH EBD n). SOBRE IRURE. ag RR 
血 多 次 赔 皮 ; MERER -KRI — XL E. RUEEUSETEELfiXA. BERRA 
rit PCR AIEA, BARRA 2 JI RI B JL 80 Ez EROR CR en E RI Be EET E. 
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皮 沉 积 所 必须 的 。 节 肢 动物 其 它 类 群 也 有 类 似 现 象 ， 如 卷 叶 弄 蝶 Calpodes eilius 93. RA 
Tenebrio molitort! 志 和 烟草 天 蛾 Manduca seziaLi2]。 因 此 ， 曙 类 表现 出 与 昆虫 相似 的 内 分 泥 调 
节 特 征 。 
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Correlation between 20-hydroxyecdysone levels and cuticulogenesis 
in nymphs of Haemaphysalis longicornis 


LIU Jing-ze!, LI Yong-liang?, JIANG Zai-jie? 
(1. College of Life Sciences Hebei Normal University» Shijiazhuang 050016» China: 
2. Beijing Normal University, Beijing 100875, China) 


Abstract The changes of ecdysteroid (20-E) in the whole body and cuticulogenesis during 
nymphal stage were studied by HPLC and RIA: and SEM respectively. 20-E existed in all the 
nymphal stages. Its level was low in nymphs unfed»; feeding and during the first 4 days after en- 


gorgement (0.71—1.30 ng/nymph?. Then it began to increase sharply on the 6th day after en- 
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gorgement when apolysis was initiated and exuvial space appeared. 20-E reached its peak (8.70 
ng/nymph? during the deposition of the new epicuticle on the 8th day after engorgement. There- 
after» 20-E dropped to low value again. The procuticle deposition and old cuticle digestion occurred 
during this period. There results demonstrated that the highest concentration and sharp increase of 
20-E were coincident with the deposition of new epicuticle and the formation of exuvial space Capol- 
ysis) separately. No relationship was observed between 20-E concentration and new procuticle syn- 
thesis. 


Key words: Haemaphysalis longicornis; nymph: 20-hydroxyecdysone: cuticulogenesis 


图 版 说 明 (Explanation of Plate ) 


图 版 IT (Plate I) 


长 角 血 蜂 若 虫 表皮 结构 及 其 发 生 

the integument structure and cuticulogenesis of nymphal Haemaphysalis longicornis 

1. 饥饿 若虫 unfed nymph; 

2 一 4. 吸血 后 第 4 天 4th day after feeding: 

5. 饱 血 后 第 6 天 6th day after engorgement; 

6 一 7. 饱 血 后 第 8 天 8th day after engorgement; 

8 一 9. 饱 血 后 第 11 天 11th day after engorgement: 

epi. 上 表皮 ”epicuticle; pro. 原 表皮 ”procuticle; epd. 表皮 细胞 层 epidermis; exo. 外 表皮 ”exocuticle; end. ARE endo- 
cuticle; exu. W Æ ERR exuvial space 
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图 版 I 
LIU Jing-ze et al.: Correlation between 20-hydroxyecdysone levels and 


cuticulogenesis in nymphs of Haemaphysalis longicornis Plate I 
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图 版 说 明 见 文 后 (Explanation at the end of the text) 


